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(54) Title: METHOD FOR SEPARATING A CHEMICAL OR BIOLOGICAL COMPOUND IN A MIXTURE OF SIMILAR 
COMPOUNDS BY DIFFUSION IN A MEDIUM SUCH AS A GEL 

(54) Titre: PROCEDE DE SEPARATION D'UN COMPOSE CHIMIQUE OU BIOLOGIQUE DANS UN MELANGE DE COM- 
POSES SIMILAIRES PAR DIFFUSION DANS UN MILIEU TEL QU'UN GEL 
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(57) Abstract: The invention concerns a method for separating a chemical or biological compound present in a mixture of similar 
compounds by diffusion in a gel containing a constituent (P) which reacts with the compounds of the mixture in reversible reactions 
having different kinetic constants from one compound to another. The method consists in applying to the medium (10) for example an 
electric field (E) varying periodically in time, the period of said field and the concentration of the reactive constituent in the medium 
(10) being based on the reaction kinetic components of the compounds to be separated to determine the conditions of resonance 
between said reactions and the applied field, for which the apparent diffusion coefficient of the compound in the medium is maximal. 
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(57) Abrege: Procede de separation d'un compose chimique ou biologique present dans un melange de composes similaires par 
diffusion dans un gel contenant un composant (P) qui reagit avec les composes du melange selon des reactions reversibles ayant des 
constantes cinetiques differentes d'un compose a 1' autre, le procede consistant a appliquer au milieu (10) un champ par exemple 
electrique (E) variant periodiquement dans le temps, la periode de ce champ et la concentration du composant reactif dans le milieu 
(10) etant definies en fonction des composantes cinetiques de reaction du compose a separer pour etablir des conditions de resonance 
entre les reactions precitees et le champ applique, pour lesquelles le coefficient de diffusion apparent du compose dans le milieu est 
maximum. 
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Procede de separation d'un compose chimique ou 
biologique dans un melange de composes simllaires par 

diffusion dans un milieu tel qu'un gel 

5 L ' invention concerne un procede de separation 

d'un compose chimique ou biologique present dans un 
melange de composes similaires, par diffusion dans un 
milieu approprie tel qu'un gel. 

Les methodes connues de separation d'un compose 

10 present dans un melange comprennent en general 
1 1 application d'une reaction chimique (au sens large) 
et/ou d'un ensemble de forces exterieures au melange 
de composes. Par exemple, les chromatographies 
d'af finite permettent d'extraire d'un melange les 

15 molecules les plus retenues ou les molecules les 
moins retenues vis-a-vis des sites d 1 interaction lies 
au support chromotographique, car ces molecules 
occupent des positions privilegiees , en tete et en 
queue d'elution. Toutefois, notamment quand le 

20 melange contient une dizaine ou plus de composes 
similaires, il est difficile d'isoler des composes a 
af finite intermediaire , tres difficile d'isoler des 
composes a af finite quantitativement definie, et 
impossible de separer des composes dont les affinites 

25 seraient identiques, mais qui auraient des constantes 
cinetiques d 1 interaction distinctes. 

Le probleme de la separation de composes 
presents dans un melange et ayant des constantes 
cinetiques d ' interaction pour une cible donnee qui 

30 sont arbitrairement definies par un operateur, se 
pose notamment dans le cadre du developpement de 
nouveaux traitements therapeutiques reposant sur 
1 ' optimisation de 1 1 interaction de molecules avec des 
cibles d'interet biologique convenablement choisies 

35 (sequences genomiques, proteines, ...) et dans le 
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domaine de la chimie combinatoire, ou les molecules 
testees sont souvent obtenues sous la forme de 
"melanges controles" de molecules similaires. 

La present e invention a notamment pour but 
5 d'apporter a ce probleme une solution simple, 
efficace et relativement facile a mettre en oeuvre . 

Elle propose a cet effet un procede de 
separation d'un compose chimique ou biologique dans 

10 un melange de composes similaires, par diffusion dans 
un milieu tel qu'un gel, ce procede comprenant une 
etape d 1 introduction du melange de composes dans le 
milieu, caracterise en ce qu ! il consiste : 

- a faire reagir dans le milieu les composes Ci 

15 du melange avec un composant P present dans le milieu 
pour obtenir des produits Q ± , les reactions + P — > 
Qi etant reversibles et ayant des constantes 
cinetiques ^± t ± dans le sens de l'obtention des 
produits Qj_ et k 2f i dans le sens inverse, et 

20 a appliquer au milieu un champ variant 

periodiquement dans le temps et auquel les composes 
Ci sont sensibles, la periode du champ et la 
concentration du composant P dans le milieu etant 
determinees en fonction des constantes cinetiques , 

25 k 2 du compose C a separer pour etablir des conditions 
de resonance entre les reactions precitees et le 
champ, pour lesquelles le compose C a un coefficient 
de diffusion apparent dans le milieu qui est a une 
valeur maximale . 

30 Selon 1' invention, la connaissance des 

constantes cinetiques de reaction d'un compose C avec 
une cible, permet de determiner une concentration de 
la cible dans le milieu et une periodicite du champ 
pour lesquelles le coefficient de diffusion apparent 

3 5 du compose sera maximal et largement super ieur aux 
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coefficients de diffusion apparents des autres 
composes, de sorte que ce compose sera separe 
nettement des autres par diffusion dans le milieu. 

Meme lorsque les composes presents dans le 
5 melange ont sensiblement le meme comport ement dans le 
milieu et ne different les uns des autres que par des 
constantes cinetiques d 1 interaction avec une cible 
prealablement definie, le precede selon 1' invention 
permet de definir une concentration de cible dans le 

10 milieu et une periode du champ applique au milieu 
pour lesquelles le coefficient de diffusion apparent 
dans le milieu du compose a separer est maximal par 
suite d'une resonance stochastique entre les 
reactions et le champ applique. 

15 Par exemple, lorsque l'une des constantes 

cinetiques du compose C a separer differe de celles 
des autres composes du melange d'un ordre de 
grandeur, les autres caracteristiques des composes 
etant identiques ou similaires, le coefficient de 

20 diffusion apparent du compose C dans le milieu est au 
moins 3,5 fois superieur a celui des autres composes 
du melange, ce qui permet non seulement de le separer 
des autres composes par diffusion, mais egalement de 
1 ' extraire du milieu avec un rendement interessant et 

25 un degre de purete relativement el eve . 

Dans un mode de realisation prefere de 
1' invention, le champ applique au milieu est un champ 
electrique et le procede est mis en oeuvre dans un 
dispositif classique d ■ electrophorese , comprenant par 

30 exemple une cuve remplie d • electrolyte et dans 
laquelle est placee une plaque d'un gel approprie, et 
des electrodes disposees dans la cuve autour de la 
plaque de gel et reliees a des moyens d ' alimentation 
electrique permet t ant d'appliquer un champ electrique 
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uniforme dans 1 1 espace et variant periodiquement dans 
le temps a la plaque de gel. 

Dans une variante, le champ precite est un champ 
de vitesses dans le milieu et le procede est mis en 
5 oeuvre dans un descriptif de chromatographie par 
exemple du type HPLC (High Performance Liquid 
Chromatography) dans lequel un champ de vitesses 
homogene d'un fluide porteur inerte est cree dans le 
milieu au moyen d'une ou de deux pompes . 

10 L 1 invention sera mieux comprise et d'autres 

caracteristiques , details et avantages de celle-ci 
apparaitront plus clairement a la lecture de la 
description qui suit, faite a titre d 1 exemple en 
reference aux dessins annexes dans lesquels : 

15 - la figure 1 represente schematiquement des 

moyens de mise en oeuvre de l 1 invention dans le mode 
de realisation prefere ou le champ applique au milieu 
est un champ electrique ; 

- la figure 2 est un graphe representant les 

20 variations du rapport des coefficients de diffusion 
apparent et intrinseque d'un compose C en f one t ion 
d'un parametre A correspondant a 1' amplitude du 
champ, dans les conditions de la resonance et dans 
des conditions differentes ; 

25 - la figure 3 est un graphe representant la 

variation du rapport des coefficients de diffusion 
apparent et intrinseque en fonction des valeurs de 
parametres correspondant aux constantes cinetiques de 
reaction du compose ; 

30 - la figure 4 est un graphe representant les 

variations de la purete et du rendement dans le cas 
de la diffusion pure d'un melange equimolaire de deux 
composes ayant des coefficients de diffusion 
differents, en fonction d'un parametre sans 

35 dimension. 
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Dans la representation schematique de la figure 
1 qui concerne un mode de realisation de l 1 invention 
dans lequel le procede est mis en osuvre au moyen d'un 
5 dispositif d'electrophorese, la reference 10 designe 
une plaque d'un milieu tel que du gel, par exemple du 
gel d 1 agarose , d'un type utilise couramment en 
electrophorese . 

La plaque de gel 10 est placee dans une cuve 

10 d'electrophorese 12 dont le contour est indique en 
tirets, et dans laquelle sont disposees des rangees 
d' electrodes 14, formees par exemple par des fils 
electriquement conducteurs qui s 1 etendent 

perpendiculairement au plan du dessin. 

15 Les electrodes 14 sont par exemple disposees 

autour des quatre cotes de la plaque de gel 10 et 
sont reliees a des circuits 16 d 1 alimentation 
electrique, eux-memes relies a des moyens de commande 
18 eventuellement pilotes par ordinateur. 

20 Ces moyens 16 d ' alimentation et 18 de commande 

permettent d'appliquer a la plaque de gel 10 un champ 
electrique qui varie periodiquement dans le temps et 
qui est sensiblement uniforme dans l'espace, c'est-a- 
dire qui est le meme en tout point de la plaque de 

25 gel 10, ce champ electrique etant par exemple oriente 
dans le plan de la plaque de gel, dans le sens 
indique par les f leches E. 

Cette technique est connue en electrophorese et 
decrite dans les documents WO 84/02001 et US 5 084 

3 0 157 auxquels on pourra se reporter pour davantage de 
precisions . 

Le procede selon 1 1 invention differe des 
techniques connues d 1 electrophorese essent iellement 
en ce que 1 1 electrophorese resultant de 1 ' application 
35 d'un champ electrique periodique a un melange de 



composes, a lieu en milieu reactif et en ce que le 
champ electrique varie periodiquement autour d'une 
valeur moyenne nulle. 

Selon 1' invention, on utilise un milieu 10 qui 
contient une concentration determinee d'un composant 
P qui reagit avec les composes contenus dans un 
melange injecte en un point du milieu 10, les 
composes de ce melange reagissant avec le 

composant P pour former des produits Qj_ qui se 
decomposent eux-memes en produits initiaux Cj_ et P # 
comme indique ci-dessous : 

^1,1 et ^2,i sont les constantes cinetiques 
des reactions dans un sens et dans le sens inverse et 
varient d'un compose C ± a 1 ! autre, k lt ± etant un 
nombre de reactions par unite de concentration et par 
unite de temps, k 2 f ^ etant un nombre de reactions par 
unite de temps . 

Dans ce qui suit, on se place dans le cas le 
plus difficile ou les composes formant le melange 
injecte dans le milieu 10 sont supposes avoir la meme 
masse m, la meme charge electrique z, le meme 
coefficient de frottement y dans le milieu et le meme 
coefficient de diffusion D dans ce milieu. Le 
composant P present dans le milieu 10 est suppose 
insensible au champ electrique et immobile ou pouvant 
diffuser faiblement dans le milieu 10, soit parce 
qu'il est fixe par covalence, soit parce que sa 
dimension restreint son deplacement dans le milieu 
10. Les composes peuvent etre mobiles a condition 

de presenter une reponse a 1' action du champ 
distincte de celle des composes C± . 
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On suppose egalement que la concentration du 
composant P est sensiblement uniforme dans le milieu 
10 et est maintenue sensiblement constante dans ce 
milieu pendant toute la separation. 

Lorsque le champ electrique applique au milieu 
10 est a variation sinusoidale dans le temps et est 
par exemple de la forme E(t) = acos(cot) , on peut 



calculer la valeur moyenne x c (t) et la variance 
o% (t) de la position x du compose C le long d'un axe 
10 parallele au champ electrique applique au milieu 10. 
On obtient alors la formule suivante : 



/x A r C\Cy +C0+O) 1 

x c (t) = — L^i (l+cos(ot ) + — — sinwtj 

et de meme : 



xq (t) as — [c-l + — ( (cjl + c 2 ) sincot - cocosoot) J 

(ci+c 2 ) +& m 



za 

ou : A = est une amplitude recalibree du champ 

my 

electrique, 

20 C]_ = k 1 p, p etant la concentration de P dans le 

milieu 10 

c 2 = k 2 

-1 

c^ et c 2 etant exprimes en s 



25 Bien que le champ electrique applique soit nul 

en moyenne, la position moyenne des composes et 
oscille autour d'une valeur differente de 1 ' origine 
en raison de 1 ' asymetrie des conditions initiales, le 
systeme gardant partiellement en memoire la premiere 

30 excursion du champ electrique. Si on neglige les 
termes constants et les termes oscillants, et pour 
des P et des Qj_ immobiles, la variance de position 
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associee aux distributions C±(x,t) et Qi(x,t) se 
reduit apres un regime transitoire tres court a : 



a? (t) = a?) (t) = 2 D a t 



ou D a = Cl 



- [ D + A 2 £1 ] 

c l +c 2 2((c 1 +c 2 ) 2 +*, 2 ) 

D a etant le coefficient de diffusion apparent 
d'un couple C ± , Q ± et D etant le coefficient de 
diffusion intrinseque du compose Cj_ . 

Lorsque 1' amplitude du champ electrique est 
suffisante pour que la relation ci-dessous soit 
satisfaite : 



2D 2 2 

A >> ( (c-, + c 2 ) + a> ) , 

c\ 



la diffusion apparente ne depend pas de D et est 
commandee uniquement par les reactions chimiques et 
le champ electrique, le coefficient de diffusion 
apparent etant donne par la relation ci-dessous : 



2 Ci Cy 

D a = A 1 —± 



2(q+c 2 )[(c 1 +c 2 r + a; J 



Dans ce cas, on a A = za/my lorsque les sont 
immobiles, ou A = za/my - z Q a/mQy Q ou z Q est la 
25 charge portee par les Q ±t nig la masse des Q ± et y Q le 
coefficient de friction des lorsque les sont 

mobiles . 

Ce coefficient de diffusion apparent peut 
prendre une valeur arbitrairement grande definie par 
30 la valeur de 1' amplitude recalibree A du champ 
electrique . 
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Ce coefficient de diffusion apparent est une 
f one t ion de c^ et c 2 et comprend un seul maximum 
(quand le champ electrique a une amplitude 
suffisante) qui est obtenu pour : 



ci = cf = co/2 

R D 

ou, de fagon equivalente, : . p = k£ = n/T 



10 ou I'exposant R exprime une condition de 

resonance et T est la periode du champ electrique. 

En figure 2, la courbe en traits pleins indique 
la variation du rapport D a /D en fonction de A a la 
resonance, la courbe en tirets longs indique la 

15 variation de ce rapport en fonction de A pour des 

R R 

constantes cinetiques kj et k^/lO, la courbe en 
tirets courts indique la variation de ce rapport en 
fonction de A pour des constantes cinetiques 10k{ , 
10k 2 , et la courbe en pointilles indique la 

20 variation de ce rapport pour des constantes 
cinetiques egales a 10k/* et k 2 • 

La figure 3 represente la variation du rapport 
D a /D en fonction des logarithmes a base 10 de c x et 
c 2 / le maximum de la variation correspondant aux 

25 conditions de resonance precitees. 

Si 1 1 on considere les reactions chimiques comme 
des evenements aleatoires, les transitions entre 
et Qi sont des evenements stochastiques et le maximum 
de la valeur de D a est obtenu pour des conditions qui 

30 correspondent a une resonance stochastique entre les 
reactions chimiques et le champ electrique applique 
au milieu 10 . 

C'est cette resonance, qui se traduit par une 
valeur maximale du coefficient de diffusion apparent 

35 d'un compose C, qui permet de separer ce compose C 
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des autres composants presents dans le melange. On 
peut calculer en particulier que, si l'une des 
constantes cinetiques d f un compose Cj_ est egale a la 
constante cinetique du compose C pour lequel il y a 
resonance et que 1 ' autre constante cinetique du 
compose C-j_ differe d 1 un facteur 10 de 1 1 autre 
constante cinetique du compose C, le coefficient de 
diffusion apparent du compose sera 3 , 5 f ois plus 

faible environ que celui du composant C. 

Cette difference de diffusion permet de bien 
separer le compose C des composants C± similaires, 
meme lorsque ces derniers ont sensiblement la meme 
charge electrique, la meme masse et le meme 
coefficient de frottement que C, ou bien sensiblement 
le meme rapport z/m.y que C (la valeur de A etant 
sensiblement la meme pour tous ces composants) et 
different les uns des autres au moins par la valeur 
d'une constante cinetique de reaction avec le 
composant (P) . 

Le champ electrique applique au milieu 10 peut 
varier periodiquement dans le temps d'une fagon 
quelconque : la variation peut etre sinusoidale, en 
creneau, ou autre. 

La plus grande diffusion du compose C 
correspondant aux conditions de resonance permet de 
le separer des autres composes du melange et de le 
recuperer, en partie, aux extremites du profil de 
distribution dans le milieu 10. On peut dans le cas 
de la diffusion pure d f un melange de deux composes 
(C lt C 2 ) ayant la meme concentration et des 
coefficients de diffusion intrinseques differents, 
calculer une purete et un rendement de la 
recuperation du compose Cjl par les formules 
suivantes : 



